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Verfahren zur 



Hcrstdlung von gcreinigter NuWeinsaure und dercn Verwendung 



Die Erfindung betriffk die Herstdlung von gerdnigter Nukldnsfiure und deren Verwendung. 
insbesondere in der Gcnthetapie. 

„«ri&«ert und der OberstaKl ndt Phenol ««geseha«dt An«*heBend vnri » emem 

A^IL 7 (W9) 1513 - 1523. Garger et d.. Bioehem. Biop^. Res. Conan^ 117 (1983) 
^.^2.) DeJig. P«P»«io.ea cnAd^n ]«ioch Endo«»d«e. Phenol. C»»«mehtond 
und/oder EtMdhimbronid «ls AnSibemittd. 

Em wdteres Verfthren fat ta. QIAGEN® Pb«nid Handbook (Qi.g«. Inc.. Chatsworth. USA) 
^X^-B beachrieben. D»»ch «mi das nach abUch«n AnftchluB ge«»»«ae 

~ Z Qll^-m welches QIAGEN® resin (ein Trtgennaterial «.f SUic.ge»»« 
loLog^phien. D« Nachtea dieses is. daB "^JA Wteme^a^ 

vollstLligvon derDNAabgelOstwerdenund desbalb ^"-"^"X^"™^^'"!^' 
u„d insb«ond.re Endotoxine (aus der Men*ra„ der gra«neg«n«n WirUzeUen) m bett^* 
chem Umfang enthalt. 

to einem weH^en Ve*ta«. wd nach alkalischer Lyse der ^ f^^^b^ 
Doly etoe Chron».og«phie des Zen«Uuga.ions*ersUndes „n,er HochsalAeto^ «^ 
A«on«.«usche^len B. Monc^. Sou,ce^ von Phannaca, Macropre^J von B»R^ 
Poros-O von P«septive Biosyst^n, Oder HyperlW} von Biosepra. vgl. Chandra et al 
7ZHo. (.992) .69 - 172; Dion e, a... Cbron,. 535 (.990) .27 ^^^^^^ 
Auch Mer enthat die gereinigte PUsnidfraktion Proteme und .nsbesondere m betrachthchem 

Umfang Endotoxine. 

to einem ^teren Verfi>hren ist nach a.k.Usch« Lyse r^^^ 
PhenoVChlorofonnextrakdon eine ChromatograpWe (Iber GelfiltraUon mogUch (McChmg 
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Gonzales Analyt. Biochem. 177 (1989) 378-382; Raymond et al.. Analyt. Biochem. 173 
(1988) 125 - 133). Auch nach dieser Reinigung enthalt die PlasniidprSparation Vemnrdnigun- 
geh,* Insbesondere Phenol. 

In der WO 95/21177 vord ein Vafehren zur IsoUerung und Rdnigung von Nukleinsauren fiir 
den Einsatz in der Gentherapic beschrieben. wobd die Reinigung im wescntiichen dutch Zen- 
trifameren. Fdtrieien. eine AflBniUUschromatographie oder eine Chtonwtographic «i «nem 
anorganischen Chromatographiematerial nut anscWieflender Chromatograplue an «nem 
lonenausumscher, crfolgt- Eine weite« Abreicherung von Endotonnen kann nach der 
WO 95/21177 dann extdcht v/crden, wcnn im RcimgungprctteB die NuWdnsiure imt emem 
-Endotoxin Removal BufiFer", der 10% Triton® X 100 und 40mmolA MOPS-Pu^ 
(3-Morpholino.l-propansulfonat-puffex) enthfilt, behandelt vnrd. Ein Nachted dieses Verfeb- 
Ls b«teht darin. dafi die auf diese Weise gereinigte Nukleinsfiure Venmremigungen an 
Triton® und MOPS-Pu&r enthfilt. Dutch dieses Verfehren kam» zwar eine Abreicherung 
Endoto«nen auf einen Gehalt von «u 100 EU/mg DN A errdcht - ""^^ 
3 - 5). «ne weitergehende Entfermmg von Endotoxinen ist jedoch durch di«es Vcrfihren 

nicht mdglich. 

For «ne Aerapeutfech. Anweodung, wie si. b«spids»«e »r die Gentherapie vorgesA^ ist. 
Z^L L Nul=l«nsiU.r.P«P»«ion b«,»Ug. die .nSgUchs. m von .»«. Vemnrom- 
^ndere ^^B^ ^ von E„do»xine„) is., Vor .Uem d« Endo«x„«.b^ 
L Pl.Lidpr»p«.tion» sten. bishcr «n nich. gdOst« Problem dar, w.0 b«,p.elsw«« ^ 
Gotten et d.. Gene Therapy 1 (1994) 239 - 246 besc*ri*en wuide. Ein vennmderter Endo- 
toxingehalt (ca. 100 EO/n« DNA) kann nach dem Stand der Teohmk, «ie beBp«lw™« 
.«n^ der WO 95/21177. nur dwm er«k*t weiden. wenn die Nuklefaaiuren nut nK*t.on.- 
'iTote^r^ «ie ^ B. mon (Endotoxin Ken^v. Bt^er ana WO ^^^^ 
delt werden. Triton® hat jedoch dne biolo^he Wirlcung, wte z. B. Umge«ve*rfen»^ 
Oder Senkung des Blutdmcks (Redler. I^kon der Hil&toffe ftr Pt>anm^« u"-" 
^ angrenx^tde Geblete (B«,d 9. 3, Au«age. 1989. Editio Cantor. DB))^ Der n.a.** 
erforderUche MbPS-Puffer enthUt ebenftlls, «is Sicht dner therapeutisohen Anwendong. en« 
problematische Substanz, 

Durch die Erfindung wird eine NukleinsSurepraparatio^ vorzugsweise eine Plasmid-DNA von 
hoher Reinheit. in der die Bndoto>dne weitgehend abgereichert sind. votzugswetse ohne Etta- 
diumbromid. Phenol, Casiumchlodd. Polymyxin oder nichdomschen Detergenfen so«.e e.o 
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etafl«=hes und .&ktiv« Ve**ren zur IWmgu.* von solcbcn Nukl««*«n. ta*eso,.d« 
zurAbreichetungvonEndotoxmaiberdtgesldlt. 

G«ensund der Bfindung ist eine in gramnegativen Btterien replmert«re NukldnsSure. 
«« IM«aud.DNA n». dn«n Getalt von »«uger .is 1% P»«^ 
^rr^T^. P«.t». und dacm C3d«dt voo «nig« ids 1 EU/n« DNA, bevo«»gt 
r:;^' 0 ll-Slg DK"t E»l«o>dn». Voougsw^se is. di«e PUsmid^NA ftd v«. Edu- 
IL;r««d. Ph»ol »d C^iumchlorid. 66 von D««gc«n» «^ B«is ^^^^ 

stanz und von RNAse. \ 

Un«r AmplifikWion is. die EABhung d« Kopi««M ein« Nuklans»u« CHBb«antee^ 
■ m^lasoLDNA). basierend der BepHk-aon eines Vdaots .u vemehen. D*«. w=d» 

ffieNuld«ns«ure darsttlh. Oder «dcherdi.Nolddn*re Idomert enflalt 

Un«r dner Plasnud-DNA is. ein e«r«=teomoson«d«, DNA-Dupl«-Moldda za v««^ 
^ro^ ein« DNA-Ptasnids b«r.g. Obnch»««s. 1 bU n«hr Is 200 kb und Ij^ 
in dner bis md-r^ Hund«.ca von Koplcn vor. "'-"-'^NA W ObU^- 

P^de »erden hsufig verwendet .ur KonsuuWon von Kloni«ungsvelcU>ren. 2ur W.* 
rr^«yonJ-cn und «tayondschen Zdlcn. En. .h.«p««isch. V«v^u^ 
tl™ndle irzus»nm«*3ng nU. d« in vivo- und ex viv„^*«ap.e von B« 
Therspeutisd. ve™««iete Plssnid-DNA h« vomigs««se en>= Ling, von 5 b« Ml*. 

b^onug. 5 - 10 kb, und is. doppds«ngig Die Plssnud-DNA k»» 1«^ 
^ SuL g«cioss». sei.. Von«.gs««s. wd in. wese«Ucb«. ,irku«r g«chloss». 
DNA verwendet. 

Eta wei.er« G.g««Und d.r Erilndung is. donzufolg. «n. ph™Usch. 

^. e„*sl.«;d «n. ofindungsgeniaB. NuHdns^, vom.^«s. '•'-"■''-DNA. "> 

a«;;,eu.isch »ixkssn.m Menge und g.geb«»nfeas zussM.=h pharmaz^usche Mlfe-. FuB 

Oder ZusatzstofFe. 

E„do<oxin. sind Upopolysaccharid. ».s ^"^""' l'^^''-^'"^^ 
SSugem als Pyrogen. wk.n und dn«. EndCoxinschock .nduz,«.n. D,. *?^^, 
»ne,«. der Endo.oxin. is. Upid A. wob« der Pol,saccharid.eU die Wasserlosl-chke.. 
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, • ;^t«1 toxisch wirict. Der biolopsche Effekt von Endotoxinen in Sfiugem 



be^eitet sind. 



Mcngen von ^^^^^^^ in g.B«n MaBs^b bcr»«dle. 

Heriar and FermentanonsansStze nut I - 5 Kg w™- 
werden kSnnen, zweckmSflig. 

. A „i..d,«rfaBsBnVMfia«nzurHersteUung oner Pl«smid-DNA nut 

Gegensund der Erfindung ~ O.Ol - 0.1 EU/mg DNA «. Endo- 

dnem Gehalt von wemger ^ 1 "'^'^ puam^-DNA in granu.eg«iven B*t«i«. 
„^e„. welches f^^^/^r^tfe^^ »nd die Besundt«ie ». 

«ie E.COU venn^rt -^^^"^'^ .^.Bena die genannte Pta^nid-DNA i»o- 
Hydroxjrlapaut cteonu^ogiaptaert " „ Hydroicylapatit «ne Arfonen- 

U«. «ird. Vor^g^os. wrd vord^ '^^^^^L und Fremdp~.dne , 
,3uscherchroma,oBniph.e """"^efBtat. Vemnreinigungen besdtig. «erd«. 

emfem. werden. Dadurf. kSnne. ^^^^^^^^^'^Z^^ .Is 0.1 % 

„ndeinG.ha>.d.rNu«dns^~8-^^^^~ ^^^^ 
Pro^in. frei von EUadiun*^™d^ Ph«.o. u^d C^»n 
Praparation ist vorzugsweise auch trei von k 
poly(ethylenglycolether)„ und MOPS-Puffersubstanz. 

Verfahren geUngt es. eine Vielzahl von Vemnreinigungen ai 
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.eaufigen Verfehrea he^esuU. v*d, Vor gding. « «b«mche.de™ei.e .uf d.^hc 
W«»e.denEndoto«ng*dtdmtischiuv«imndem. 

.o . v-fiihren wird durch die CteonatograpUe nut Hydroxylapatit one 
'TlTT^^^^xi- ««ich. Die, ist ™n so Oberx«^. da die 
'"""^ T^^X^ to <^ "««.ur lediglich Tr«mung vo. DNA und 
Chromatograplue an Hydroxyiapauv ui ,-»^ /lOMNM-iS"! 

BNA mgesetzt vord (Johnson & Dan. Analyt Biochem. 132 (1983) 20 25). 

u «r.M««»avnnHvdroxylapatitbenjhtimwesenffichOTa^ 
Kechr™»«.g;^h»d«J«*^^ Ladung reimgendo. 

von der Hydroxylapatit-Matrix duiert werden kann. 

Verfehren werden b« der ChromatograpWe an Hydroxylapatit (z. B. 

"^'^^^^tZ^rosor^ C von Sterling Organics) zun.chst Endotoxine und d.e 
HA spheroidal von BDH, Macroson, _ oipol-Dipol Wechselwirkungcn an 

Clcninuonen. ^'^'"""^ verdrlngung der NuUdnsSur. aus ihrer Bindung »> 

die Endotoxine S*""^ "^^^^H^n^t* durch and.^ xw«we«ige MeUlUoneh. 
Hydroxylapatit kann, statt dun* Calcaiimonen. dmchgeffilut werden. Zur 

die in Apa.it Calcium ersetzeo .c8nn«. «te .B. Mg. ^^"^f^^^ ^esonders 
Huaon bett^gt die ^"^^^^^ Z^TZ '"n^^m T^. .00 und 
bevorzug. sind I^"*— ^rXpi^Aoneni^age l^sung B. P.»s^^^ 

SOOnunolA. ^'^"^^^ ^^^TZ io^ DenLriemngsnuttd) wird zwecioniDig (nut 
p„^) «rw»de.Jo^«^uo _^ ^ ^^^^ ^ ^ ^ 

^r^rir-'n^-OOnunoi.) verwende. wird. der ein OenatuHenn^-' 
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(2. B. Hamstoff oder GuanidinhydrocWorid) in einer DNA^enaturierenden Konzentration 
(z. B;-6 mol/1 Hamstoff) zugegeben wird. 

In einer bevorzugten Ausfiihningsform wird zusatziich noch eine Ultrafiltration nach der 
Chromatographie an Hydroxylapatit durchgefiihrt. 

Zur HersteDung der erfindungsgemfiBen NukldnsJIure wetden die Plasnude. wdche die 
Nulddnsaure darsteUen oder enthalten. ObUcherwdse in granmegativen Baktenenkulturen 
amplifiziert. Derartige Methoden sind dem Fachmann bekamrt und bdspielsweise von J. 
Sambrook et al. (1989). Molecular Cloiung: A Laboratory 2nd edition. Cold Sprnig 

Harbor Laboratory Press und von F.M. Au^xbel et al. eds. (1991). Current Protocols in 
Molecular Biology. WUcy imersdence. New Yoric beschrieben. Da^x. w^^^ 
kulturen. wdche die Plasimde enthalten. zunEchst subkultiviert und anscMidJend in emem 
gedgnetcftMetoun. gegd>enenMs unter Zusatz dnes Sddctionsndttds kultiviert. 

Der AufedduB der Biomasse erfolgt d,enfi»Us nach dem Fadunann gdSufigen Methods 
(med««isd»er oder enzymatischer AufechluB. siehe z.B. Bimboim und Doly. Nuc ac Aads 
Research 7 (1979) 1513-1523). ohne RNAse-Zugabe. Auf dne Phenolausschflttelung kann 
verzid^tet werden. wenn die Protdnabtrennung durch JfT^ 
Anionentauscher erfolgt. Nadi AufsdiluB und Abtrennung der unlOslidien B^tand^cde. 
zweckmaOig durdi Zentiifugation und Filtration fiber dne Rlterkerze (5 nm Poren). wmi der 
Zdlaberstand vorzugswdse zur Entfemung von Protdnen zunSchst an dnem Anionentauscher 
chromatographiert. Als Anionentauscher geeignet sind Anionentauscher auf Agarosebasis wie 
bdspielswdse Q-Sepharose. Wdtere gedgnete Anionenaustausdier basieren auf Poly- 
metacrylat (Macroprep/Bio-Rad. Deutschland). Polystyromvinylbenzol (Poros^erse^tive, 
H^iosepra. Source/Pharniacia) oder SlUcagd. an dessen Oberflache z. B. D.ethyianu- 
noethyl (DEAE) oder Dimethylaminoethyl(PMAE)-gmppen gd,unden sind. 

Um den Reinigungsdfekt zu optimieren, wird die Nukleinsaure nuttds Hochsalz^dient. z^^ 
NaCl-Gradienr(vorzugswdse 0.65 mol/1 - 0.85 molA) in IE-Puffer ^'-^^^^f^^l^'^ 
aberraschenderwdse eine Abtrennung einer Vielzahl von Verunreinigungen (RNA, Protein) m 

einem Schritt mQglich. 

Ebeuso bevorzugt ist es. noch zusatzlich, vorzugswe.se nach der 

graphie. eine Isopropanol-ZEthanolfSllung zur Minimiemng der Keimbdastung sowie zur Ent 



wo 97/29113 



-7- 



PCr/EP97/0032^ , 



durchzumhren. AnschUeBend kann die erfiadungsgemfifie Nukldnsfiure steril abgefiiUt 



salzung 
werden. 

Die nachfolgenden Beispide beschrdben die Etfindung wdter: 
Bdspid 1 

Gewinnung von NuWdiifiiire aus E.coli-Biomasse 

Plasnud-DNA enthaltende E.coU-Biomasse wird durd^ dne AlkaU-Lyse a«feesddo«« «id 
die frdgesetzte Plasnud-DNA aber Q-Sepharose und HA-Cenmuc chromatograptam. 
Eluat Id durch dne IsopropanoyEthanol-Fallung entsalzt und konzentnert und der Plasnud- 
DNA-KiederscWag in TE-Puflfer resuspendiert. 

Resuspaiaonspufifer. 50 mmoW Tris/HCl, 10 mmol/EDTA-Naj. pH 8.0 ± 0.2 
KaUumacctatpufFcr: 3 moW Kaliumacctatpuffer pH 5.5 

60gBiomasse(feud^E.coU)^ausdemFerm«^inentpyrog^^^ 
abgefimt. Es werden 750 «1 Resuspensionspuffer n,gegd,en und nundestens ^ ^t^^d^ 
5 ± 40C langsam (ca. 35 RPM) geriihrt. bis die Biomasse voUstind^g suspendiert ist. Dabe. 
wird die Temperatur der Suspension langsam auf 25-0 erhOht. 

Zur Suspension werden 750 «1 0.2 molA NaOH/1 % SDS unter R0hren mit ca. 80 BPM 
zugegd,en und bd 250C 5 Minuten inkubiert. Es werden 750 ml Kaliumacetatpuffer (s. oO 
unter Ruhren zuge&gt und die Temperatur der Biomasse moglichst schndl auf A^C abgesenkt. 

Die Biomasse wird fiir 30 Minuten bd 26000 xg und 40C zentrifugiert. Der Oberstand. der die 
Plasmid-DNA enthalt. wird dekantiert und tiber dne 5 ^m-Filtetkerze klarfiltnert. 

Chromatographic an Q-Sepharose ff: 

TE-Puffer: 10 mmol/1 Tris-HCl. 1 mmolA EDTA pH 8,0 ± 0.2 

Aquilibrier/Waschpuffer = Gradientenpuffer A 10 mmolA Tris-HCl. 1 mmolA EDTA 0.65 
mol/1 NaClpH8,0±2. 
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Gradtentenpuffer B: 10 mmolA Tris-HCl. I mmolA EDTA. 0.85 mol/1 NaCl pH 8.0 ± 0,2. 

Der dekantierte Zentrifiigenflberstand wird dutch Zugabc von ca. 350 ml TE-Puflfer/1 Zcntri- 
fii^onsaberstand auf 49 - 50 mS/cm Ldtfihigkcit cingesteUt und auf 5« ± 4«'C abgekOhlt. 
Die gesamte Chromatographie wird bd dieser Temperatur durchgefuhrt. Der Zcntri&gations- 
Qbetstand wird bd 5 - 8 Saulenvolumen (SVyStd. auf die fiquiUbtierte Sfiule au^pzogea An- 
scUieBend wird die Sfiule bd dner RuBrate von 5 - 8 SV/Std. rait ca. 8 SV 1 0 mmol/l Tiis- 
HCU 1 mmolA EDTA. 0.65 moW NaCl pH 8,0 ± 0,2 gewaschen. 

raution ^ 

An die Sfiule wird dn Gradient (5 SV Puffer A. 5 SV Puffer B) angdegt und das Eluat bd 
dner HuBrate von 5 - 8 SV/Std. fraktioniert. Die Deteklion erfolgt bd 254 ran. Der Vorpeak 
(Veiunieinigungen) wird vom Hauptpeak (Plasmid-DNA) abgetrennt. indem der Hauptpeak 
ab anstdgcnder Flanke in dnem separaten Gefifi aufgefengen wird. Der Endoto«ngdialt des 
Eluats bctrfigt zwischen 1200 und 12000 EU/mg Plasmid-DNA. 

Chromatographie an Hydroxylapatit (HA Ceramic) 

Die Chromatographie wird bd 5 ± 4«C durchgeahit. 

Aquilibrieningspuffer: O.l molA Kaliumphosphat, 6 moM Hamstoff pH 7.0 ± 0,2 
Waschpuffer I : 0,15 mol/1 KaUumphosphat, 6 mol/l Hamstoff pH 7.0 ± 0,2 
Waschpuffer 2: 0,02 moW Kaliumphosphat-Puffer pH 7.0 ± 0.2 
Elutionspuffer: 0,5 mol/l Kaliumphosphat pH 7,0 ± 0.2 

Die Detektion erfolgt bd 254 ran mit dner UV-Detektor/Schrdbereinheit. Als Eichlfisung 
vnrd dne I % ProduktlOsung (Plasmid DNA). vermessen mit einem kaUbrierten Photometer, 
verwendet. 

Der Q-Sepharose®-Pool wird auf dne Endkonzentration von 1.1 mmolA Caldumchloiid 
gebracht und bei dner FluBrate von 5 - 8 SV/Std. auf die aquiUbrierte Sfiule aufgezogen. 



AnschlieBend wird die Sfiule bd einer FluBrate von 5 - 8 SV/Std. nacheinander gewaschen 

mit: 
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,, 0.1 mom icaumphosptat, 6 moW H«ns.off pH 7.0 ± 0.2. bis «n Detdaor kd.^ 

Absorption mdir wkennbar ist. 
■i. 2 - 4 SV. 0,15 mol/1 KaUumphosphat, 6 molA Hamstoff pH 7,0 ± 0.2 
3. 5 SV. 0,02 mol/l Raliumphosphat pH 7.0 ± 0.2 

im AnschluB an die Waschschritte ™l mit 0.5 molA KaUumphosphatpuffer pH 7,0 ± 0,1 bd 
eincr RuOrate von 5 - 6 SV/Std. duiert. 

Der Peak vnrd gesanmidt. auf 25«>C temperiert und mit 10% seines Volumens an 4 molA 
™sung aufgestockt. AnscWieDend ^d nut 0,7 Vol-Anteil (berogen das Volu««i 
d^ E^s) an 4ropanol versetzt. die L6s«ngen gemiscAt und fur 5 - 1 0 Minuten b« 2^C 
Sub!^ Es wird mr 30 Minuten bei ^0000 xg zentrifugiert. wobei sich d,e Plasnud-DNA 
. imKiederschlagbefindet. 

Der Ni»J.«chl.g «W ndt 20 ■»! 70 -/-gem EU»nol v««a u«d to 10 - 15 MinotenW 
^0000 xg bei 4*0 cmeut abzenlrifiigiert. 

D« Mederschlag. die Ptasnld-DNA =«UH. wW in TE-Puff« (10 mmoM Tn«-«^ 

EDT^H 8 0 ± 0,2) nsuspendiert und «5ne Ptenidkonzentration von 1 mg/ml «rd 

zwischenO.Ol und 0.06 EO/mgDNA. 

Die Bestinm>ung des Endotoxi„geW« erfblg. durch Zugd» d^^ unte^ 

1 «ner U™.lus-Amabozy«n.Lys..-I^»ung (LAl.W«u«). Endo»xu,e ah«n zu «n.r 

GelbUdung in diesem Gcxnisch. 

In den NegativkontrolUmsStren d»f e5 kdner CWbUdoog Icommen, und in den Po«^o»- 
^Lai. sowi. in den ProbdOsungen. ««,^ook. n»t xwei X-Kon«,Us«nd^-End<. 
toxin, muB es zu einer Gelbildung kommen. 
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Die erste VerdOnnungsstufe der WiikstofflCsung. filr die diese Kriterien zutrefiFen und bei der 
cs zu kdner Gdbfldung kommt. v«rd zur Berechnung des Endoto»ngchalts der Wuksto£f- 
Idsiing nachfolgende Formd dngesetzt: 

E = VxX(EE/ml) 

E: EndotoTongdialt 

V: VerdOnimngsfektor 

X,: Lysatempfindlichkdt (EEJml) 

» 

6eispicl2 

Plasmidpraparation nach dem Stand derTechnik 

Die PU^dpraparation erfolgt analog Bimboim et al.. Nudl >S^ds R^. 7'''1,1!!^^S 
und Mcth. EnzymoL 100 (1983) 243-255. Danach werden die Baktenenzdlen m NaOH/SDS. 
in Gegenwart von RNase. lysieit. Es v^d zentrifo^ert und der Oberstand. wdcher d,e Pl^ 
mid-DNA enthalt. wdterveraibdtet. Der Oberstand wird auf cine voriquilibnerte Qiagen - 
SSule geladen. 

Die Balaeri«nn.sse «W in 4 nJ Puffer (100 ^g/ni RN«. A. 50 "^"J^^^;;"^^ 
EDTA, pH 8 0) remspendiert. Es werden 4 od Lysepoffer (200 imnoW NaOH. 1 % SDS zu- 
gegebea und "ba Raunttempenttur to 5 Minuten inkubiert. AnschUdJend v«rden 4 ni N««- 
Bsftionspuffer (3 ^oUlKliun^ pH 5,5) zugegeben und bei 4'C to .5 M.™ten uto- 
biert Bei der gleichen TemperUut «iri 30 Minuten b« 30000 xg «nmtug.eit und der Ub«- 
sund weiterver-beitet. Ene Qiagen®-Saule wird nut 4 nJ Aquiiarienmgspuff^ (750 n>moM 
KaCI. 50 mmo1/I MOPS. 15 % EUmol, pH 7.0. 0.15 % Tn.on®X 100) »quU.bn«. undto 
Ober;u„^ .uf die Siul. gegeb«. Es wird mi. 1 molA N.C1. 50 nunol/1 MOPS .5 
pH 7.0 gewaschen und not 5 nd Hutionspuffer (1.25 molA NaCl. 50 nunoM Tns-HCl. IS /• 
Ethanol, pH 8,5) eluiert. 

Das auat wird mi, Isop^panol (0.7 VoL) prSzipitien und bei 15000 xg bd 4»C to 30 

ten zentriftinert. Das DNA-Pettet wird in 70 % Ethanol gewaschen und nochmals «ntntu- 

rert^^^eBend wird das Pellet in 10 mmol. Tris-HCl, 1 mmoW EDTA. pH 8.0 reso.ub. 

lisicrt. 



f 
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yfliS9Snnn m6 Qi.g«. News 1/96, S. 3-5 kaiu. der EodatoxmgehM. noch -tf 
ca. 100 EU/mg gesenkt werden. 
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PatenUnspruche 

1. Nukleinsaurepraparation mit einein Gehalt von weniger als 0,1 % Protein sowie mit 
einem Gehalt von weniger als 1 EU/mg DNA an Endotoxinen. 

2. Nukleinsfiurepriparation nach Anspiuch 1 mit einem Gehalt von 0.01 bb 0,1 EU/mg 
DNA an Endotonnen. 

3. Nukleinsfiureprtparation nach Anspruch 1 oder 2. firei von EtWdhmibronnd. PbenoU 
Casiumchlorid MOPS-Pufifersubstanz und Detergenzien auf Basis von Ckaylphcnol- 
poly(ethylenglycolether)n. ^ 

4.. Nukleinsfiureprfiparation nach den Ansprflchen 1 bis 3, dadurch gekennzdchnet. daB die 
Nuklransfiure in granmegativen Bakterien repliziabar ist. 

5. Nukleinsaurepraparation nach den Ansprflchen 1 bis 4. dadurch gekcnnzcichnet, daB die 
NukletnsSure one Plasmid-DNA ist. 

6. Plasmid-DNA nach Anspruch 5. dadurch gekennzdchnet. daB die Plasmid-DNA repU- 
kationsfkhig ist. 

7. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend eine replizierbare NuWeinsSure mit 
einem Gehalt vorf weniger als 0,1 % Protein sowie mit einem Gehalt von weniger als 
1 EU/mg DNA an Endotoxinen in einer therapeutisch wirksamen Menge und gegebe- 
nenfalls pharmazeutische Hjlfe-. Fflll- oder Zusatzstoflfe. 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspiuch 7, gekennzeichnet durch emen 
Gehalt von 0,01 bis 0, 1 EU/mg DNA an Endotoxinen. 

9. Verfahren zur HersteUung einer NukleinsSure mit einem Gehalt von weniger als 
1 EU/mg an Endotoxinen, dadurch gekennzeichnet. daB die Nukiwnsaure in gramnega- 
tiven Bakterien repliziert wird. die Biomasse aufgeschlossen und die IdsUchen Bestand- 
teile an Hydroxylapatit chromatographiert werden und die genannte NukleinsSure iso- 
liert wird. 
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10 Verwendung einer replizieibaren NuUdnsaure mit einem Gehalt von weniger als 0,1 % 
Protein sowie nut dnem Gehalt von v«mger als 1 EU/mg an Endotoxinen. zur Herstd- 
- lung cines Arzneimittels zur ex vivo und/oder in vivo Gcntherapie. 



